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La prfsente invention concerne un proc£d6 microbiologique pour la 
preparation de la s£ rum albumine faumaine (SAH) par culture d'une levure, parti- 
cul&rement du genre Kluyveromyces. modifife par I'utQisation des techniques de 
F ADN recombinant 

La SAH est une proline de 585 addesaminds, d'unpoids moteculaire 
de 66-000 daltons, se prfoentant sous forme monomfcre globulaire et non glycosy!6e. 
. Sa structure globulaire est maintenue par 17 ponls disulfides qui cr6ent une s6ries£- 
quentielle de 9 boudes doubles \ Les gines codant pour la SAH sont connus pour 
fttre hantement polymorpbes et phis de 30 variants g£n6tiques apparemment 
diffdrents ont 6t6 rep6rfe par analyse 61ectrophor6 tique dam des conditions vari£ es 2 . 
Le gtoe de la SAH est coup6 en 15 exons par 14 sequences introniques et comprend 
16 961 xmdfotides du site de "capping" suppose jusqu'au premier site d'addition de 
prfy(A). 

Ualtanmnehumaine est synth6tis4e dans les hdpatocytesdufoie puis 
stofetfe dans le flux sangnin. Cest la proline la plus abondantedu sang avecune 
concentration d'environ 40 g/Htre de sdrum ; flyadonceuvironl60gd*albumine 
circulante dans le corps humain £ tout moment Le rWe le plus important de la SAH 
est de maintenir une osmolality normale du flux *fln gmTi T EUe pr£sente dgalement 
one capadt£ exceptionneHe de liaison pour diverses substances etjoue un rdle aussi 
Wen dans le transport endogfcne de moldcules hydrophobes (tels que les stdroldes et 
les selsbfliaires) que dans celui de diffcrentes substances thdrapeutiques qui peuvent 
ainsiitre transportfies ft leurs sites (faction respectifs. De plus, la SAH a 6t£ rfcem- 
ment impliqude dans le catabolisme des prostaglandines. 

La synthase de SAH dans les hipathocytes conduit d'abord k un pr£- 
curseur, la prdpro-SAH, qui contient une sequence signal de 18 addes amines 
dirigeant le polypeptide naissant dans la voie de la sdcrftion. Cette sequence signal 
estcoup6e v probablement par un processus co-translationnel, avant quelaprot£ine 
ne soft rdargude du r6ticulum endoplasmique. Ce premier divage protdolytique 
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donne le prdcurseur proSAH qui contient encore k son extrdmitd N-terminale, un 
hexapeptide (Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Arg) qui n'estpas normalementprdsent dans la 
forme mature de la SAH circulante. 

Une convertase, probablement situd e dans le corps de Golgi, enldve 
le propeptide an cours d'une deuxidme dtape de protdolyse en coupant le peptide lid 
k la partie N-terminale de 1'acide aspartique de la SAH * 4 . Toutefois, la pro- 
albumine humaine immature peutreprdsenterlamoitid de celle du fluxsanguin chez 
de rares individus hdtdroqrgotes qui portent une mutation hdrdditaire dans la 
sequence du propeptide, voire meme de toute ralbumine chez certains homozygo- 
tes extr&mement rares 5 . L'un de ces variants est ddsignd sous le nom de proalbumine 
Christchurch et commence avec la sequence Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Gln-Asp- Hanc 
lequeIlasubstitutionArg" 1 -> Glnempechelacoupuredu propeptide ainsimutd 6 . 
D'autres variants appelds proalbumine Lille 7 etTakefii'ont respectivementles se- 
quences N-tenninales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Arg-His-Asp et Arg-Gly-Val- 
Phe-Arg-Pro-Asp. Dans chacun des cas, la mutation observde concerne la paire des 
acides amines basiques Arg-Aig qui prdcfcde immddiatement ralbumine humaine 
mature et provient du changement d'une seule base dans le codon arginine 5 . 

La coupure aprds une paire decides aminds basiques est un point 
essendel dans la maturation (Fautres protdines, y compris tfhormones peptidiques, 
de neuropeptides et des protdines du plasma autres que la SAH * Rdcemment, il 
a dtd ddcrit que la convertase qui coupe la proalbumine en albumine Hang le foie est 
probablement trds procbe de la protdase yscF de la levure 4 . Cette thiol protdase, 
calcium ddpendante, est codde par le gdne KEX2 deJJ. cerevisiae et est probable- 
ment lide & la membrane de l'appareil de GolgL Elle est connue pour Stre impliqude 
dans la maturation de la phdromone appeld facteur alpha et dans celle de la toxine 
Tdller*, puisque les mutants kex2 de S. cerevisiae sont incapables de couper les pro- 
protdines respectives au niveau du couple d'acides aminds basiques Lys-Arg w . De 
plus, on peut ddmontrer que renzyme de levure codde par le gdne KEX2 reconnait 
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. correctement ct coupe la pros6quence normalc (Arg-Arg) de Falbumine in vitro T 
mais ne coupe pas la pros£quence mut6e (Arg-Gln) de la proalbumine Christ- 
church 4 . Une convertase analogue & la protease yscF a 6t6 r6cemment ddcrite comme 
crxtee parte gfcne KEX1 de K. lactis u .Auvudece r6sultat la capacity de ces levures 
5 pour maturer correctement Falbumine faumaine recpmbinante et la sicrfter, a 6t6 
testfe. ; ■ . 

Ualbumine. reprisente 40 % du marchf mondial des prolines 
plasmatiques. Son int£rtt commercial reside dans le fait que ceproduit est lave- 
ment utilisd, par exemple, dans des solutes dits de remplissage pour compenser les 
10 pertes de sangau cours (Facte chinirgical, (Taccident ou <Fh6morragie, et & des doses 
pouvant atteindre plusieurs dizaines de grammes par jour et par individu. 

Jusqu'fc present, la SAH est giniralement produite par les techniques 
Hfl^riq"^ de fractioimement du plasma provenant de dons de sang la consomma- 
tion T'Vffyfafc *mmirfi*> A* placmn gtantvoisine de 9,5 xlO 6 litres .EUepeutaussi 
15 ttre extraite du placenta hnmain selon la tecbnique ddcrite par J. Liautaud et aL u 

Le ddveloppement du g6nie g£n£tique et des nouvelles techniques 
d'extractkm et de purification a ouvert la possibffit6d*otaenirdesproduitsamflior6s 
de plus haute pureti, de meiDeure stability sans contamination virale (par exemple 
hepatite B et SIDA) et&unprix de revient phis faible. Toutefois, aucunproc£d6 assez 
2 0 perf ormantbasf sur le g€mt gdnftique n'est aujounFhui connu permettant d'obtenir 
la SAH & Tdchelle industrieDe dans des conditions dconomiquement rentables. 

Ced est essentieDement dQ & Fabsence (fun couple h Ate /vecteur per- 
formant qui pennette la production importante d'une albumine s6cr£t£e, correcte- 
ment Tnnt"T*r, possddant une structure tertiaire conforme et ayant les propri6t6s 
25 pbysico-chimiques de Falbumine humaine native. 

Mftme si rutilisation de cultures de cellules de mammiftrcs peut ap- 
paraltre comme le choix id£al pour Fexpression des protfines humaines, le prix de 
revient tfun tel proo£d6 serait bien sup£rieur au prix de vente de Falbumine 
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phannaceutique 14 . Comme cc produit est cn general present par dizaihes de 
grammes et k un cofit trfcs bas, la production biotechnologique de la SAH n'apparait 
realisable qu'avec des systemes de fermentation microbienne. 

Jusqu'i une epoque rdcente, la grande majority des experiences de 
gdniegdndtique ont utilise E. coli comme organisme hdte pour laproductionpar voie 
microbienne de proteines heterologues economiquement importantes. Mfcme si ce 
type de precede est apparu satisfaisantpour un bon nombre de prolines heterolo- 
gues, tous les efforts pour produire la SAH dans des conditions economiquement 
acceptables en utilisant cet organisme n'ont ixi que partiellement couronnes de 
succ&s. 

L'un des problfcmes majeurs assocte k I'utilisation de E» ffili reside 
dans le fait que cette bacterie est, dans la majority des cas, incapable (Fexcreter les 
proteines heterologues dans le milieu de culture et que ceHes-ci s'accumulent dans 
le cytoplasme, le piriplasme et les membranes. La proteine recherchee doit done 
6tre s£par£e des constituants cellulaires, ce qui conduit k des precedes complexes 
et coftteux. De plus, E* coli produit des endotoxines et des pyrogines qui peuvent 
contaminer les proteines produites. Pour cette raison, la plus grande attention doit 
Stre port6e pendant la purification du taux residue! (fendotoxines dans le produit 
final, sp&cialement s*il est utilise comme medicament 

Les proteines secret6es par leur hdte naturel perdent souvent la pro- 
priete de se replier correctement si elles sont synthetisees et accumuiees dans le 
cytoplasme. En general, la secretion est requise pour pennettre la formation des 
pontsdisulfiires comme ceux presents dans la SAIL Le fait que la SAHproduite dans 
E* £Qli ne soit pas s£cr6t&e conduit ainsi k sa precipitation intracellular sous forme 
insoluble 15 . En consequence, apr&s extraction k partir des cellules bacteriennes, 
celle-ci doit Stre ddnaturee puis renaturde in vitro. 

De plus, £ £gli ne poss&de pas la machinerie cellulaire permettant de 
rdaliser les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles spedfi- 
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ques des organisms eucaiyotes, y compris ITiomme. En ce qui concerne la SAH, 0 
semble difficile d'exprimerfc an taux satisfaisant dans £Qli le pricurseur naturel 
de SAH, c^cst-a-dire la prepro-SAH. D'autre part, des proalbumines artificielles 
dans lesqaeDes le gfcne de structure de la SAH a 6t€ fusionn£ & des signaux de 
5 secretion derives des g&nes bact&iens jac ou anpA sont en general matures de 
&Son incomplete u . L'expression de la SAH sans la prisdquence, c*est-&-dire sous 
forme Met-SAH, montre que le rfaidu methionine N-tenninal n'est pas excise par 
la methionine aminopeptidase de E. coli (MAP) En consequence, la SAH dcj^ 
coli n e peut pas fetre obtenne sous forme mature in vivb et doit &tre modiffee in vitro. 

10 par coupnre trypsique, afincTexdserune sequence leader d£riv6e d'un phage et ce 
8prfcs d£naturation et renaturation in vitro n . 

En ce qui concerne les autres hdtes bacteriens, des travaux concemant 
la secretion de SAH dans EflfifllllS suhtQh ont ete r£cenunent publics 11 . Bien que 
cette £tude indique qu'un organisme procaiyote tel que £. subtilis possfede le 

15 potentiel pour secreter des prolines humaines de haut poids mol6culaire comme la 
SAH, eOe montre aussi que rexcrttion dans le milieu de culture ne peut Atre obtenue 
qu'en ntilisant des protoplastes de fi. subtilis. c*est-&-dire des cellules dont la paroi 
ceHulaire normale a 6t6 <fig6r6e par traitement enzymatique. De plus, le pourcen- 
tage de la SAH modifte est inversement proportionnel au taux de proteine produitc: 

20 & des niveaux cTexpression eieves, la plus grande partie de SAH recombinante reste 
sous forme immature 1 *. En outre, aucune donn£e concemant les propri6t4s pbysico- 
drimiques de la SAH recombinante de.fi. subtilis n'a tt6 mentionn6e. D'autre part, 
le niveau d*excr6tion de SAH obtenu par ce microorganisme est trfts faibleauvue 
des quantites de SAH d6tect£es par utilisation de m£thodes immunologiques dans 

25 ks snrnageants de culture". 

UutQisation de syst^mes microbiens eucaiyotes tels que les levures ou 
les champignons repr&ente une alternative interessante (f utilisation (fhdtes bacte- 
riens poor la preparation de proteines heterologues. En effet, ces organismes pos- 
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sfcdent toutes les caract&istiques de structure et d'organisation cellulaire des 
organismes eucaryotes plus complexes, telles que les cellules de mammif&re. En 
particulier, les levures sont capables de r£aliser les modifications post-transcription- 
nelles et post-transductionnelles importantes pour Pactivite de nombreuses protei- 
5 nes.En outre, les levures sontbienconnues £1'6 chelle industrielle : elles peuvent etxe 
cultiv6es k haute densitd cellulaire, elles ne sont pas pathogfenes, ne produisent pas 
d'endotoxines et sont utQis£es dans Pindustrie alimentaire depuis trfes longtemps. 
Enfin, contrairement aux cellules de mammiffcres, les manipulations g£n£tiques sur 
les levures sont facQes k rdaliser et les donn£es de la g6n£tique classique et 

10 molficulaire sont nombreuses. 

Le terme levure est fr&juemment employfi pour Saccharomyces 
cerevisiae. ou levure duboulanger, qui constitue Pune des espfcces les plus communes 
et les mieux connues. n est entendu dans ce qui suit que le terme levure s'applique 
k d'autres genres et n'est pas restreint k Fesp&ce _S. cerevisiae. 

15 Las6cr6tiondeIaSAH dirigge par son propre peptide signal sous le 

contrdle du promoteur de la chfilatine a pu fitre mise en Evidence dans S. cerevisiae 
k des taux maximaux d'environ 1 % des prolines totales w . Toutefois, le materiel 
reconnu par les anticorps anti-SAH dficrit dans cette £tude reste assocfe k la cellule 
et n'est pas exports dans le surnageant de culture. De plus, aucune caractdrisation 

20 d6taill£e de la proline recombinante tfest rapportie. 

La production de la SAH dans la levure de brasserie en utQisant un 
proc£d£ post-fermentaire lors de la fabrication de la bi&re a figalement 6t& 
mentionnSe M . De nouveau aucune donnfe quantitative ou qualitative concernant 
le produit obtenu tfa ixi dtaite. De plus, ce proc£d£ conduit k l'expression de Met- 

25 SAH, tfest-a-dire <f un allele de la SAH d&narrant par Facide amin6 methionine 
juste en amont de la sequence de Palbumine mature. L'absence d* une sequence 
signal empSche la s£cr£tion et la maturation de la SAH recombinante et provoque 
Faccumulation d'une aIbimiineintracenulairedontlastnicturetertiairen , apas6t£ 
caractdrisfie. De plus, l'absence de methionine N-terminale dans le produit final n'a 
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pas 6t6 montrde. 

La presente invention d£crit Fobtention de souches de levures modi- 
fies par gdnie g€nitique pouvant fctre cultivles en masse et capable de produire et 
(Texcrfter efficacement dans le milieu de culture la SAH dans sa conformation 
5 naturdle J 

Un systeme (Fexpressionpr6fdr6 implique des levures du genre Kluv- 
vcromvees comme hdte et utilise des vecteurs d6riv6s du plasmide naturel pKD 1 de 
K» mandaimsvar. drcsoptiflarum- 

I j»s levures du genre Kfaweromyces e t en particulier 1C m and anus 

10 (induant les varietfis lactis et mandanus qui, dans ce qui suit, vont toe appelees X 
lactis etJK -fragfliO sont des organismes importants et (fun intdrft t commercial con- 
siderabk Ham Findustrie biotechnologique. K- lactis et ICfragilis sont utilisees, par 
exemple, pour la production commercialede Fenzyme lactase (p-galactosidase). Ces 
levures sont capables de croltre sur lactoserum, un sous-produit majeur de Findus- 

15 trie laitiere. Plusieurs soucbes de Khiweromyces sont utilisees pour la production 
& grande dcbelle de "proteines <F6rigines umcelhilaire" (P.O.U.) qui jouent un rdle 
important Ham Falimentation du WtaiL Enfin, les organismes du genre Kluyveromv- 
ces sont mentionnSs sur laliste GHAS. (QeneraltyJ^ecognizedAs Safe), ce qui re- 
pr6sente un facteur important en vue de la production de produits de quality 

20 pbarmaceutique. 

Contrairement aux progris i m p ort ants rfalises dans le domaine de 
la genetique moleculaire de S- cerevisiae, les techniques de manipulation g6n6tique 
n'ont 6t£ d6velopp6es que rdcemment chez Kluyveromvces . Trois types de vecteurs 
de donage ont 6x6 d6crits chez cet organisme : 

25 i) des vecteurs integratifs contenant des sequences bomologuesde 

regions du g6nome d e Kluyveromvces et qui, apres introduction dans les cellules, 
s*int&grentdans les chromosomes de Kluyveromvces parrecombinaison in vivo. Uin- 
tegration, bien qu'6tant un evenement tres rare n£cessitant la prdsence d'un 
marqueur de selection efficacy est obtenue lorsque ces vecteurs ne contiennent pas 

30 de s6quence pennettant une replication autonome dans la cellule. Uavantage de ce 
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systime est la stability des souches transferases, c*est-&-dire le fait qu'elles puissent 
4tre cultivfies dans un support nutritif normal sans le besoin (Tune pression de 
selection pour le maintien des sequences int£gr6es. L'inconvenient est toutefois que 
les genes integrfis sont seulement presents k une ou, au mieux, k un petit nombre de 
copies par cellule. Le feible dosage des g&nes r&ulte souvent en un faible niveau de 
production d'une proline heterologue. 

ii) des vecteurs replicatifs contenant des sequences de replication au- 
tonome (ARS) derivees de FADNgenomique de Kluweromvces sp. (KARS). 
De tels vecteurs ne semblent pas trts intfiressants puisque leur segregation lors de 
la mitose est trfes peu homogfcne, ce qui r&ulte en leur perte k un taux eieve, meme 
lorsque celles-ci sont cultiv£es sous pression de selection. 

iii) des vecteurs replicatifs contenant des ARS d6riv6s de plasmides 
naturels de levure, soit du plasmide Iineaire " killer " pGKI-1 isoie dej&. lactis 2S * 2 * 
soit du plasmide drculaire pKDl isoie de E. drosophilaram r . Les vecteurs conte- 
nant des sequences ARS d£riv£es du plasmide Iineaire " killer " n'ont pas d'utilitd 
pratique en vue de la production en masse de proteines heterologues puisqu* un 
milieu nutritif particulier est ndcessaire k leur maintien et puisqu'ils sont perdues 
Stun taux de 40-99 % dans une population donn6e aprfcs seulement 15 generations, 
meme sous pression de selection * Le syst&me vecteur le plus efficace pour la trans- 
formation du genre Kluweromyces decrit jusqu'alors est d6riv6 du plasmide 
endog&ne pKDl: des constructions contenant la sequence entifcre de pKDl peuvent 
Stre transformees k haute frequence, sont prdsentes dans la cellule k 70-100 copies, 
et, ce qui est le plus important, ont une stability assez eievee en conditions non 
seiectives. N&inmoins, Pefficacitfi des vecteurs d6crits dans lademande EP 0241 435 
demeure limitee k des applications de recherche dans la mesure ou des fermenta- 
tions k Fdchelle industrielle requi&rent une stability du plasmide pendant au moins 
40 generations. MSme le vecteur le plus perf ormant (P3) decrit dans la demande EP 
0 241 435 est perdu par environ 70 % des cellules (Tune population donnee aprfcs 
seulement six generations en milieu non s&ectif r . Bien qu* il soit techniquement 
possible de maintenir une pression de selection k grande 6chelle, Putilisation d'un 
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milieu seiectif rfcultc souvent en une densite ceUulaire fortement diminufc, et 
n£oessite ie recours k des souches bien difinies ce qui rend cette approche moins 
attrayantc et plus on6reuse. De plus, la demande EP 0 241 435 ne contient pas un 
seul exemple (Fexpression de protdine b£t£rologue (Finterfct commercial- En fait, le 

5 seulgine"h6t6rologue "dont rexpression est dfimontrte ipartir de vecteurs derives 
de pKDl est le gfcne LfRA3 de la levure S. cerevisiae. II reste done k prouver que 
Fintroduction dans pKDl <fun gine non issu (Tune levure, par exemple un g&ne 
(Torigine mammiftre, et sa surexpression dans Kluyveromvces n'entralnent pas une 
instability accrue du plasmide. 

10 Un objet de la pr6sente invention est Pobtention de nouveaux vecteurs d'ex- 

pression capables de transformer des levures du genre Kluyveromvces et poss&dant 
des caracteristiques de stability nettement supirieures & celles mentionn6es dans la 
flfttnpmte EP 0 241 435 . II sera d6montr6 que les nouvelles constructions sont 
maintenuesihautnombre de copies dans 85-90 % des cellules apris 50 generations 

15 de croissance en milieu non s61ecti£ D est ainsi possible de produire des prot£ ines 
b6t6rologues k partir de vecteurs multicopies stables en utilisant des souches 
industrielles du genre ^Gpyveromvces , qui ont 6l6 utflis^es pendant dc nombreuses 
anodes en raison de leurs propri6t£s optimales de croissance et k des densitds 
ceihilaires flevies. 

20 La stability 61ev6e des vecteurs dicrits dans la pr&ente invention a 6x6 

obtenue en exploitaxxt pleinement les caracteristiques du plasmide pKDl. Les 
vecteurs derives depKDl dififcrentdetous les autres vecteurs connus de Kluwcro- 
myecs ence qu'ils sont caracterises par un systtme specialise de replication respon- 
sible de leur maintien stable k baut nombre de copies. En plus d'une origine de 

25 replication (ARS), ce systime comprend deux sequences repetees-inversees, cha- 
cune de 346 nucleotides de long, et trois phases ouvertes de lecture (gines A, £ et 
Q qui font partie integrante du plasmide m . Par analogic ave c le systime plus etudie 
du plasmide 2p de £. ccrevisiae qui est stracturellement proche, lesproteines codees 
par deux de ces gfcnes (Bet £ ) sont vraisemblablement impliquees dans la partition 

30 du plasmide lors de la xnitose et pourraient jouer un rdle dans la regulation negative 
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du gfene A codant pour une recombinase k site spedfique (FLP) 28 . D a 6t6 inontre 
que la recombinaison FLP-dependante entre les sequences rfpetees inverses de 
1'ADN de 2 fait passer le plasmide d'un mode de replication regulier (un 
doublement des plasmides 2 ji par division cellulaire) k un mode de replication du 
5 type " rolling circle" (amplification du nombre de copies k environ 50 copies par 
cellule) 28 . Cette alteration du mode normal de replication est induite aussitdt que 
le nombre de copies du plasmide devient trop bas pour permettre la production de 
quantites sufBsantes des produits des gbnes E et £ qui agissent comme repressers 
du g&ne A codant pour la recombinase FLP. Par ce mecanisme, le nombre de copies 
10 du 2 (et tris probablement de plasmides structurellement semblables tels que 
pKDl) est maintenu k des niveaux eieves de fa$on autoreguiee et est independant 
de la presence d*un marqueur de selection. 

Les vecteurs precedemment publies dans la demande EP 0 241 435 
soitcontiennentseulementunepartie depKDl (A15) soitungfcne Ainterrompu(Pl 
15 etP3pourlesqueIslesitededonage PstI est situe dans la sequence codantedugfcne 
A ^ detruisant ainsi le systfeme de replication autoreguie qui est une des caracte- 
ristiques du plasmide residant pKDl. Au contraire, les constructions plasmidiques 
derivees de pKDl decrites dans la pr6sente invention respectent Tintegralite 
fonctionnelle de toutes les phases ouvertes importantes de pKDl. En consequence, 
20 la stabflite des plasmides d6crits d-aprfcs est considdrablement renforcee par 
rapport aux plasmides Pi et P3 et le nombre de copies des nouveaux vecteurs est 
maintenu k un niveau eieve dans toute la population cellulaire. 

Dans la presente invention, le terme SAH sera utilise pour designer 
toute albumine du serum d'origine humaine ou pour toute proteine isoiee k partir 
25 de cellules de levure et presentant la meme sequence decides amines, la meme 
structure tertiaire et les memes proprietes physico-chimiques que la SAH naturelle 
d'origine humaine. 

La presente invention concerne la creation par genie g6netique de 
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une forme fecQement 
30 purifiable en utilisant des cellules de levure comme hdte eucaryote microbien. Le 
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proo6d£ de production est caract£ris£ par une excretion efficacc de SAH mature, 
native dans le milieu de culture des dites levures, ce qui facilite considlrablement 
la purification de la protline recombinante. La production de SAH est obtenue en 
cultivant des levures transferases par un plasmide recombinant comprenant une 
5 rfgion de d&narrage de la transcription et de la traduction f onctionnant efficace- 
ment dans Fbdte et une phase ouverte de lecture codant pour la SAH pr£c6d£e d'un 
peptide signal dirigeant la protdine recombinante dans la voie de slcrdtion desdhes 
levures. 

Selon la prfoente invention, les nouveUes constructions induent des 
10 cassettes (f expression contenant le gine structural de la SAH. Les constructions sont 
habitueQement pr£par£es de fa^on s6quentielle en employant les vecteurs appro- 
priis, jnsqu'& ce que les 616ments indispensables k 1'expression, la si crdtion, ou au 
. maintien du plasmide soieqt combines pour former un vecteur qui peut alors 4tre 

jntrrvinfr Ann U. (n» HAtft(c) pirifi A (s) rig fapm ft g*primgr et gYgr^terlfl protein* 

15 d£sirte. Lesbdtes employes sont (Forigine microbiologique eucaryote, en particulier 
des levures, plus particuli&rement des genres Saccharomvces ou Khiyveromyces et 
de pr££6rence de l'esp&ce Khiyveromyces marxianus induant toutes ses vari£t£ s, en 
particuKer K. mamanus var. lactis. AinsL selon la pr6sente invention, les construe- 
tions qui sont pr6par6es et ddcrites ont valeur (Fexemples dans les organismes 

20 eucaiyotes cTorigine microbiologique, mais sont destinies de prfttrence k 

Les bdtes particuliers k employer seront pr6f6rentiellement des 
souches industrielles stables, atteignant des bautes densitfe cellulaires dans les 
milieux approprtes et caract&isfes par un niveau 61ev6 de production. 

25 La sequence codante pour la SAH peut toe obtenue de diverses 

famous, la phis simple consistant k isoler des ARN messagers de foie bumain et k 
synthdtiser kurs copies sous forme cFADN complfimentaire (ADNc). Les sequences 
don£es peuvent ensuite 4tre modifies par difterentes mdthodes telles que la 
Tnnttiggn^ jp vitro. T^longation (f amorces, la restriction, rinsertiond'adaptateurs 

30 ou la ligature avec des oligomidtotides de raccord. La sequence codante peut 4tre 
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adaptee, par exemple, k I'usage des codons chcz la levure pour optimiser refficacite 
de la synthase proteique (traduction). 

A I'extremite N-tenninale de la sequence proteique, unpeptide signal 
peut fetre introduit de fagon k dinger la prottine en cours de synthase dans la voie 
de secretion de la cellule hdte. Cette sequence-signal peut correspondre k Pexten- 
sion N-tenninale naturelle de Palbumine ou peut Stre obtenue k partir de g&nes de 
levure tels que ceux codant pour la phfiromone alpha ou la toxine " killer \ 

De plus, une prosdquence, codant pour une autre extension peptidi- 
que, peut fetre intercatee entre la sequence-signal de secretion et la sequence 
codante de l'albumine mature. Cette sequence est normalement jointe k la sequence 
codante par Fintermediaire d'un site de coupure d'une protease specifique impli- 
quant en general au moins deux acides amines de type basique , de preference Lys- 
Arg ou Arg-Arg. 

La cassette (Fexpression comprendra une region de d6marrage de la 
transcription et de la traduction jointe k Fextremite 5* tenninale de la sequence 
codante, de fa$on k dinger et k reguler la transcription et la traduction de la dite 
sequence.!* choixdecesrfgiompromotricespeutvari 

en particulier. Generalement, ces sequences sont choisies parmi les promoteurs 
derives des gfenes de levure. D'un interit particulier sont certaines regions issues de 
gfcnes glycolytiques de levure du type Saccharomyces ou Kluweromvces. telles que 
les genes codant pour laphosphogiycerate kinase (PGK), la glyc£raldehyde-3-phos- 
phate desbydrogenase, la lactase, Penolase, Falcool desbydrogenase, etc. Ces regions 
de contrite peuvent fetre modifiees, par exemple par mutag6n£se in vitro, par In- 
troduction d'eiements additionnels de contrite ou de sequences syntbetiques ou par 
des deletions. Parpcemple, des elements de regulation de la transcription, telles que 
les regions elites UAS ("upstream activating sequences") provenant d'un autre pro- 
moteur comme celui du gfene GAL10 de & cerevisiae ou LAC4 de K. lactis peuvent 
fetre utilises pour construire des promoteurs hybrides qui permettent de dissocier la 
phase de croissance (Tune culture de levures de la phase <f expression d'un gfene hfe- 
terologue en fonction de la source carbonique choisl Une region permettantune ter- 
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minaison de la traduction et de la transcription fonctionneile dans Fh6te envisage 
sera positioned en 3* de la sequence codante. 

La cassette cTexpression ainsi construite sera fusionnde k un ou plu- 
sieurs marqueurs permettant de s£lectionner I'hdte transfonnd. Les marqueurs 
5 pr€l6x€s dans la levure sont des marqueurs dominants, c ? est-&-dire confdrantunerd- 
sistanee k des antibiotiques comme la g6n6ticine (G418) ou tout autre composd 
tostique tels c}ue des ions cuivre, dans lamesure oft ceux-ci peuvent fitre utilises sans 
sp£cificit£ <fh6te particuliire. Ces gfcnes de r&istance seront placfissouslecontrfile 
de signaux approprids de transcription et de traduction dans I'hdte consid6r£. 

10 L'ensemble constitud par la cassette d'expression et par le marqueur 

de selection peut ft tre utSis6 soit pour transformer I'hdte directement, soit peut &tre 
insdrd snr un plasmide vecteur. Dans le cas (Tune transformation directe, des 
sequences homologues k des rfgions prdsentes snr un chromosome ou sur un 
plasmide r&sidant sont fusionndes k cet ensemble. Les di tes sequences seront si tudes 

15 dechaquecOtd de la cassette (fexpressiondefagon&induireune insertion au site 
homologue par recoxnbinaison in vivo . Si la cassette ^expression est insdrde sur un 
plasmide vecteur, elle devra toe combinde k un syst&me de replication fonctionnel 
dans FhAte cqnsiddrd. Un systime de rdplication prdfdrd pour Khiyveromyces est 
ddrivd dn plasmide pKDl, initialexnent isold de X drosophilarum 2V *. Un systdme 

20 prdfdrd de implication pour Saccharomyces est ddrivd du plasmide de levure 2^. Le 
plasmide cTexpression peut contenir tout ou partie desdits systdmes de replication 
on pent combiner des dldments ddrivds de pKDl aussi bien que du plasmide 2 jl Les 
constructions prdfdrdes sont celles qui ccratiennent la sequence entidre du plasmide 
pKDl lorsque Fexpression dans Khiyveromyces est recherchde. Plus particulidre- 

25 ment, les constructions prdfdrdes sont celles oil le site d'insertion des sequences 
dtrangdres dans pKDl est localise dans unerdgtonde 197pbsitu6eentre IesiteSacI 
(position 4714 de la forme B de pKDl *) et Mstll (position 154 de la forme B de 
pKDl ou 4 Fun de ces deux sites. 

Pour phis de commodity le plasmide peut fttre un vecteur navette : 

30 comme tel, ilpeutdtre transfdrd &unhdtebactdrientel que p. coli T ou il peut fetre 
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manipute plus fadlement que dans la levure & chaque 6tape de construction. Dans 
ce cas, une origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans 
Thdte bactSrien sont requises. D est figalement possible de positionner des sites de 
restriction qui sont uniques sur le vecteur d'expression de fagon qu'ils entourent les 
5 sequences bact£riennes. Ced pennet de supprimer Porigine de implication bactd- 
rienne par coupure et religature du vecteur avant transformation des cellules de 
levure , ce qui peut rdsulter en une augmentation du nombre de copies et en une 
stability accrue du plasmide. Des sites pratiques tels que 5'-GGCCNNNNNGGCC- 
3' (S5I) ou 5 , -GCGGCCGC-3' (NotI) peuvent par exemple etre utilises dans la 
1 0 mesure ot ils sont extr&mement rares chez la levure et g6neralement absents sur un 
plasmide d'expression. Ces sites peuvent fctre introduits sur le vecteur par mutagg- 
nfcse dirig£e par oligonucleotide ou par Paddition (foligonucldotides de raccord 
sp£cifiques. 

Une fois tenninfe la construction du vecteur d'expression, celui-ci ' 
15 sera introduit dans Phdted£sir£. Divers protocolesde transformation ont6t6d6crits ' * 
dans le cas des levures 31 . Les transfonnants peuvent alors fctre mis en culture dans 
un milieu appropri£ en vue de la production du produit recherche. 

Si le produit rechercbfi est la SAH cxcr6t6e, il peut etre puri£6 de 
diverses maniferes & partir du surnageant de culture. II peut etre oyoprecipitS, extrait 
20 par chromatographic d'affinitfi, par ilectrophof &se ou par (fautres techniques con- 
ventionnelles. La recuperation de la proline s&cr£\€t peut Stre faite & partir d'une 
culture en " batch * ou en continu. 

Les exemples suivants , donnds k titre non limitatif, montrent com- 
ment 1'invention peut 8tre mise en pratique. 

25 EXEMPLES 
Techniques g&i&ales de clonage 



Les mfithodes classiques de biologie moteculaire telles que la centrifugation 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cfahim - bromure d'fithidium, la 
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digestion par les enzymes de restriction, reiectrophorise sur gel, Mectrodution des 
fragments cPADN k partir de gels d'agarose, la transformation dans£. coli. etc; sont 
dtoites dans la littfirature 

Les enzymes de restriction ont iit fournies par New England Biolabs 
5 (Biolabs), Betbesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham. 

Pour les Ugatures, les fragments d*ADN sont s^par^s selon leur taQle 
sur des gels (Tagarose 0,7 % ou acryiamide 8 %> purifids par eiectroeiution, extraits 
au phenol, pr6cipit£s it T6thanol puis incuWs dans un tampon Tris-HQ 50 mM, 
Mgdj 10 mM, dithiothreitol 10 mM, ATP 2 mM, pH 7,4, en presence d'ADN ligase 

10 du phage T4 (Biolabs). 

Si ndcessaire, les fragments d'ADN ayant des extr£mit6s 5* pro£mi- 
nentes sont d6phosphoryi6s par un traitement & la phosphatase alcaline d'intestin 
. deveau(CIP,Phannacia)i37 0 Cpendant 30 minutes dans le tampon suivant: glycine 
lOOrnM, MgQj 1 mM, ZnQ^ 1 mM, pH 10,5. La m£me technique est utilis£e pour 

15 la dephosphoiylation des extr6mit£s 3 9 proeminentes ou tranches, mais le traitement 
est de 15 minutes &37°Cpuis de 15 minutes &56°G L'enzyme est inactiv6e par 
chanffagc du m61ange r6actionnel & 6S°C pendant 15 minutes en presence de SDS 
1 % et de Nad 100 mM suivi (Tune extraction au phenol-chloroforme et (Tune 
p r e c ipita tion & rethanoL 

20 Le remplissage des extr£mit6s 5* proeminentes est effected par le 

fragment de Klenow de FADN polymerase I cTE^^oli (Biolabs). La reaction est 
effcctn&e & temperature ambiante pendant 30 minutes dans un tampon Tris-HQ 50 
mM, dNTPs 0,4 mM, MgS0 4 10 mM, ditMotrditol 0,1 mM, BSA (Bovine Serum 
Albumine) 50 ug/ml, pH 12* Le remplissage des extr6mit& 3' proeminentes est 

25 effected en presence de PADN polymerase du phage T4 (Biolabs) selon les recom- 
mendations du fabricant. La digestion des extr6mites proeminentes est effective 
par traitement limite & la nuclease SI (BRL) selon les recommandations du 
fabricanL 

La mutagenic dirige e in vitro par oligod6soxynucieotides est effec- 
30 tu6e selon la methode developpee par Eckstein et coll. 34 en utilisant le kit distribue 
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par AmershanL 

Les ADNs ligatures sont utilises pour transformer la souche rendue 
comp&ente : E mli MC1060 ( [Jac IPOZYA], X74, galU, galK, sfiAO ou TGI 
( Qa£]^A3]»^E,lhLh^5/FlmP36,j^^ 9 ]agZ M15).L f ADN 

5 plasmidique est purififi k partir des transfonnants rfsistants k l'ampicilline ou k la 
tetracycline selon les cas. Uextraction de FADN plasmidique est faite selon le 
protocole ddcrit dans Maniatis et colL n qui ddrive de la methode de lyse alcaline 
d6crite par Bimboim et Doly 35 . Pour Fanalyse rapide des plasmides, des lysats 
bact&iens sont pr6par6s selon la mfithode de Holmes et Quigley H et sont analyses 
10 par 61ectrophorese sur gels d'agarose sans purification prdalable. Aprfcs analyse par 
les endonucteases de restriction, les plasmides recombinants prdsentant la structure 
d&irde sont pr6par4s k plus grande fchelle selon le protocole de lyse alcaline 32 k 
partir de cultures de 0,5 k 1 litre et puri£6s par une centrifugation isopycnique en 
chlorure de cesium. 

15 Les transformations dej£. Iactis avec de FADN Stranger ainsi que les 

purifications d'ADN plasmidiques de £ lactis s ont dficrites dans le texte. 

Exemple 1 : CLONAGE D*UNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUC- 
TURAL DE LA prtpro-SAH 

E.L1 Isolement d'un done d'ADN comptementaire (ADNc) codant poor la SAH 

20 La construction de plasmides recombinants pennettant l'expression 

de la SAH dans jl coli a 6t£ dforite en details dans la pr£c£dente demande de brevet 
EP 0198745 u . En r&umfi, F ADNc a 6t6 obtenu k partir d'ARNm poly-A isotes de 
foie humain selon la technique au thiocyanate de guanidhim. L'analyse de la 
sequence d'ADN a permis Tisolement de trois clones (pTIBll, pAA38 et p6D8 

25 figure 1) qui contenaient des fragments chevauchant du g&ne structural de Falbu- 
mine et presentaient des sites de restriction communs dans les regions chevauchan- 
tes. Ces sites ont €t& utilises dans la reconstruction d'un done d'ADNc de la SAH 
(figure 1) qui est complet sauf pour sa s6quence "prfi-pro". 
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E.L2 Synthase de la sequence signal de la SAH 

Dans le plasmide pXL276 (figure 2% dont la construction est d6crite 
en d6ta3 dans la demande de brevet EP 0198745, la sequence codante de la SAH 
mature a 6t6 fusionn6e en phase au codon ATG du site de fixation des ribosomes 
(RBS) du gfcne cQ du bacteriophage lambda. Ceci a gin£rf un site Ndel iram6dia- 
tement en axnont du codon de d6marrage de la traduction du gine de la SAH. 
pXL276 est mflis6 pour reconstituer la region "prf-pro" de la SAH, laquelle se 
trouvait tXrt tronqu£e dans FADNc juste en amont du site TaqI au niveau de l'acide 
amin£ La reconstitution est effective en insurant un fragment cfADN corres- 
pondant & la sequence signal de la SAH sous forme de quatre oligodtoxynucteotides 
de 33-36 bases de long (Sq32» Sq34, Sq35 et Sq38 ; figure 2) et un fragment EcoRI- 
Ndel de 120 pb provenant de pXL276 portant des signaux d f expression de gines d*£. 
colicntreles sites EcoRIetAccIduplasmidepUC8. Le si te TaqI est ainsi reconstitu6 
&rune des extr6mit6s de 1'insertion dans ce plasmide appeld pXL290 (figure 2). Le 
petit fragment HindDI-Taql portant le RBS et la sequence prfpro en amont du site 
TaqI est Hgaturd avec le fragment Taql-PstI du clone d'ADNc de la SAH (plasmide 
plBll, contenant rextrdmitd 5* de la SAH) entre les sites HindlTI et PstI de pUC8 
pour dormer le plasmide pXL299 (figure 3). Le plasmide pXL322 est construit tn 
Hgatunmt le fragment Hindffl-PvuII de pXL299 T portant le RBS (site de fixation de 
ribosome) et la sequence prdpro -SAH jusqu'au site PvuH, avec le fragment PvuII- 
EcoRI de pXL276, portant le rfiplicon et I v extr6mit6 3* de la sequence codante de la 
SAH, et avec le fragment EcoRI-Hindm de pXL276 contenant le promoteur (figure 
4). 

EL1J3 Creadon <Tun site Hindm en amont du codon ded^marragede la traduction 
delaSAH. 

Dans le but cfobtenir une cassette pr6pro- SAH pouvant fttre facile- 
ment int£gr6e dans des vecteurs (f expression, le site Ndel du plasmide pXL322, 
dtoit d-dessus, est chang6 en un site HindlTT par mutagln&se dirig£e par oligo- 
dtoxynuciiotides. A cette fin, le fragment HindlH-Bglll de pXL322 contenant 
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rextr6mit£ 5* du gine de la pripro-SAH est sous-cIon6 Hanc Ml3mpl8 et mutage- 
nis6 par hybridatioii de Foligoddoxynucieotide synthetique S'-ATCTAAGGAAA 
TACAASCEEATGAAGTGGGT-3' k la matrice simple brin (les sequences souli- 
gn£es et en caractfcre gras represented respectivement le site Hindin et le site de 
d&narrage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pXL855 (figure 5) dont la 
sequence nucldotidique de la region mutag£nis6e est ensuite v&ifiee. La sequence 
codantpour la SAH complete est reconstitute en insurant le fragment Hindm-PvuII 
du phage mutagfinisfi et le fragment PvuII-Hindin, contenant Pextrf mit6 3' du gfene 
structural de la SAH, dans le site HindlH de pUC8 pour donner le plasmide pXL869 
(figure 6). Ce plasmide contient done un fragment Hindin de 1,87 kb contenant le 
gfcne structural de lapr£pro-SAH complet ainsi qu'une region de 61 pb non-traduite 
k son extrfmitfi 3'. La sequence complete du fragment Hindin ainsi que la sequence 
en acides amines de la SAH recombinante sont d^crites sur la figure 7. Une cassette 
Hindin contenant le gfcne structural de Met-SAH sans son signal de s£cr6tion est 
construiteen suivant lememeprotocole sauf qu*und6riv6M13duplasmidepXL276 
estmutag&risfi iPaidede FoKgod6o^nucl6otidesyntli6tique5 , -ATCTAAGGAAA 
TAC^ASCOATGGATGCACACAAG-y . La reconstitution de la sequence co- 
dant pour la Met-SAH complete dans pUC8 donne le plasmide pXL868 obtenu de 
fagon similaire au plasmide pXL869. 

Exemple 2 : CONSTRUCTION DE VECIEURS DE CLONAGE POUR LA LE- 
VURE 

E2.1 Isolement et purification du plasmide pKDl 

Le plasmide pKDl peut Stre purifid k partir d'une culture en fin de 
phase exponentielle de croissance de la souche de K. drosophilamm UCD 51-130 
(collection U.CIX, University de Californie, Davies, CA 95616) selon le protocole 
suivant qui derive de celui decrit par Fleer et coll. 37 . Une culture de 1 litre dans le 
milieu YPD (extrait de levure 1 96, Bacto-peptone (Difco) 2 %, glucose 2 %) est 
centrifug6e, lavte et resuspendue dans une solution de sorbitol 1,2 M, et les cellules 
sont converties ensphfiroplastes enpr&ence de zymolyase (300;ig/ml), d'EDTA 25 
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xnM, de phosphate 50 mM et de^-mercapto ethanol (1 ;ig/ml). Aprts lavage dans 
one solution de sorbitol 1,2 M, les spWroplastes correspondant k 250 ml de la culture 
de depart par tube) sont resuspendus dans 2,5 ml de sorbitol 1^2 M et on ajoute le 
mfime volume de tampon Tris-Hd 25 mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. 
Les&apessuivantes correspondent au protocolede lyse alcaline d£j& ddcrit 52 , & Tex- 
eeptionde la precipitation du sumageant en ac£tate de potassium qui est faite a23°C 
pendant 15 minutes en ajoutant 14 ml d* isopropanoL Le materiel obtenu est trait* 
ilaRNase(50)i/ml) 437°Cpendant20 minutes puisaveclaprot£inaseK(150;ig/ 
ml) dans une solution de NaQ 0JS M, sarkosyl 0J5 % et <fEDTA 25 mM pendant 1 
beure & 6(fC Apr&s centrifiigation en microcentrifugeuse Eppendorf, les sunia- 
geants sont pr£ripit6s k F6thanol pendant 10 minutes k -70°C, puis les culots sont 
dissous et FADN est purifte par centrifiigation isopycnique en gradient de CsQ en 
presence de bromure <T6 thidhun. 

EJUL Construction du plasmide pCXIL 

L'intenngdiaire de construction pUC-URA3 (figure 8) consisteenun 
fragment HindDI de 1,1 kb contenant le gfene URA3 delalevure S. cerevisiae ins4r£ 
dans Je site unique Narl du plasmide pUC19 M . Le fragment HindTTT ddrive du 
plasmide pG63 99 qui a 6t6 digfirf par HindTTT puis trait£ par le fragment de Klenow 
de r ADN polymfrase I <FE. mli pour g£n6rer des extrSmitfa tranches. Le fragment 
de 1,1 Id) contenant le gine URA3 est purifte puis ins6r£ dans le plasmide pUC19 
hri-m&me coupd par Narl et trait£ par le fragment de Klenow de T ADN polym6rase 
I <f£ coll Le plasmide pUC~URA3 contient done : une origine de replication pour 
la maintenance du plasmide dans £. mli , le marqueur de resistance k Pampitilline 
pour les transformations dans£. coli. le gftnelacZ contenant un poly-site de clonage 
(EcoRI, Sad, Kpnl, BamHI, Xbal, Sail, SphI, Hindm comme sites uniques) et le 
gfene URA3 de S. cerevisiae servant de marqueur de selection dans les mutants uraA 
deKJaOfc 

Le plasmide pCXJl (figure 9) contient la sequence complete du 
plasmide pKDl ins£r6e dansle site unique AatiB de pUC-URA3. Cette construction 
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a €t6 obtenue en lin6arisant pKDl au site EcoRI puis e.n traitant ce plasmide par 
le fragment de Klenow de TADN polymerase I <FE. Ce fragment d*ADN est 
ligature avec pUC-URA3 precddemment coupe par Aatll et traite k la T4 DNA 
polymerase. La ligature de ces deux fragments permet la reconstitution de sites de 
5 restriction EcoRI. Uinsertion de TADN de pUC-URA3 au site EcoRI du plasmide 
pKDl tfinactive aucun g£ne ndcessaire pour maintenir la stability et le nombre de 
copies du plasmide (le site EcoRI etant sitae k 205 nucleotides (nt) en amont du 
codon ATG du gfene B_ M ). Par consequent, le plasmide pCXJl qui transfonne les 
cellulesdeK Jactis uraA cir° ihaute frequence, est amplifie ienviron 70-100 copies 
10 par cellule et est maintenu de fa$on stable meme en 1'absence de pression de 
selection. Grace k 1'origine de replication apportee par pUC-URA3, le plasmide 
pCXJl peut egalement se r6pliquer dans E* £Qli ce qui fecilite les etapes de 
construction et de purification de plasmides. Les sites uniques de pCXJ 1 sont les sites 
Hindm et Sail du polysite de clonage de pUC19. 

15 E23 Construction d'une fusion entre le promoteur pkl de K. lactis e t le gfcne de la 
3'*aminoglycoside phosphotransferase de T o903 

L'utilisation de pCXJl en tant que vecteur pour la transformation de 
&. testis et d'autres espfcces de Kluweromvces reste iimit6e aux soucbes portant la 
mutation uraA chromosomique en tant que marqueur (Tauxotrophie. Afin de 

20 pouvoir transformer des souches sauvages industrielles de Kluweromvces nous 
avons choisi le gftne de la 3'-aminogIycoside phosphotransferase (aph p*]-I) du 
transposon bacterien T n903 comme marqueur dominant de resistance aux antibio- 
tiques que nous avons insere dans pCXJl. Le gene de Faph c onffere la resistance k 
la kanamycine chezJELsoIi et rend les souches sauvages de levure resistantes k 

25 Pantibiotique G418 (geneticine), lequel est un inhibiteur puissant de la croissance 
cellulaire 40 . Pour pennettre une expression sufBsammentforte du gfenedel' aph p our 
avoir un marqueur de selection dans les transformations de & lactis. les signaux de 
transcription bacteriens du g&ne aph s ont remplacesj>ar le promoteur pkl isoie k 
partir du plasmide «kfller» pGkl-l ou kl de K lactis . La construction de la fusion pkl- 
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pph est effective en phisicurs 6tapes (figures 10 & 12). Tout d'abord un fragment 
Scal-PstI de 1,5 kb du plasmide kl est soiis-clon6 entre les sites uniques Seal et PstI 
. de pBR322, le plasmide recombinant sensible & FampicQline et r6sistant k la tetra- 
cycline est appell pkl-PS1535-6 (figure 10). Le fragment sous-donfi de 1,5 kb 

. 5 provient (Tune extrdmitd du plasmide «killen» liniaire et contient la moitid 5* de la 
prexm&re phase de lecture ouverte (ORF1) portle par le plasmide kl et environ 220 
paires de bases en amonf*. Comme le site Seal est situ6 seulement 22 paires de bases 
de Fextr6mit£ gauche de kl (figure 10), le fragment Scal-PstI purifi6 k partir de gel 
<Fagarose contient vraisemblablement la region promoteur entifcre de ORFL La 
; 10 digestion de pkl-PS 1535-6 avec Ddel donne un fragment de 266 pb contenant 17 pb 
provenant de pBR322 4 une de ses cxtrfmit£s (proche de Seal) et les 11 premiers 
codons de ORF1 & Fautre extr&nitf. Aprts un traitement par le fragment de Klenow 
de FADN polymerase I < TE. colL le fragment purifid est ins£r6 dans le site Xhol 
unique du plasmide pUC-kanl (figure 11), Ce dernier plasmide a 6t6 obtenu en 

15 insirant un fragment EcoRI de L25 kb contenant le gfcne aph provenant de Tn2£Q 
(Kanamyrin Resistance Gene Block™, Pharmacia) dans le site unique EcoRI de 
pUCi9. Le plasmide pUC-kan202 est obtenu en efFectuant une digestion de pUC- 
kanl par Xhol suivie (Fune digestion br&ve par la nuclease SI rendantles extr6mit6s 
franchespuis (Tune ligature avecle fragment Ddel depkl-PS 1535-6 rendu francavec 

20 le fragment de Klenow de FADN polymerase I <FE.coli (figure 11). Cette construc- 
tion pennet (Fobtenir une fusion en phase entre les 11 premiers acides amines du 
gfcne ORF1 du plasmide lin£aire kl et de Fextr6mit6 tronqude en 5* du gine aoh.de 
Tn903. En fait, la jonction entre ORF1 et aph restore le douzi&me codon de aph 
(AGG) de sorte que ee sont les onze premiers acides aminfs de aph qui sont 

25 remplac6s par les onze premiers, acides amines de ORF1 de kl. La sequence 
complete du promoteur pkl utQis£ pour la fusion pkl-aph ensemble avec le dtbut 
du gine structural codant pour la aph est indiqude sur la figure 12. 

E2A Construction du plasmide pKan707 



Le plasmide pKan707 (figure 13) est un d6riv6 du plasmide pCXJl 
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dScrit ci-dessus. II est construit en coupant pCXJl par Hindm puis en traitant par 
le fragment de Klenow de TADN polymerase I d'E- coli. Le plasmide linSarisfi k 
extr£mit£s franches est ensuite ligaturf avec un fragment Scal-HincII de 1,2 kb 
provenant du plasmide pUC-Kan202 portant la fusion pkl-'aph (figure 13). La 
5 digestion de pUC-Kan202 par Seal et Hindi donne une cassette de resistance k la 
kanamycine k extr6mit£s franches ne contenant plus le promoteur bact&ien d'ori- 
gine. Le plasmide obtenu, pKan707, conffere la resistance k de trfcs bauts niveaux de 
G418 (> 2JS g/1) dans Ies soucbes de & lactis. Comme dans le cas de pCXJl, le 
plasmide pKan707 peut 6tre transf ormfi dans les souches de K. lactis cir° k haute fr6- 
10 quence, amplififi 470-100 copiespar cellule et maintenu de fagonstable enl'absence 
depression de selection (figure 14). Sa grande stability conjugufie avec la pr&ence 
(Tun marqueur dominant efficace pennettant la transformation de souches indus- 
trielles de Kluweromvces font de pKan707 un vecteur de clonage trds performant 
pour les levures du genre Kluweromvces. 

X5 Exemple 3 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D'EXPRESSION CONTENANT 
DES CASSETTES D'EXPRESSION ET/OU DE SECRETION DE V 
ALBUMINE DANS IA LEVURE 

EJ.L Construction de cassettes d'expression de la Met-SAH et de la prtpro-SAH 
sous contrdle du promoteur PGK d e & cerevisiae. 

20 Le plasmide pYG12 (figure 15) contient un fragment de restriction 

Sall-BamHI d'une taflle de 1,8 kb constitu6 des regions promotrices et terminatrices 
du gfene PGK de S* cerevisiae . Ce fragment provient d'un fragment gdnomique 
HindllT d61£t£ d'un fragment de 1£ kb correspondant au g&ne structural et compre- 
nant une region comprise entre l'ATG d'initiation de la traduction et le site BgUI 

25 localise 30 codons en amont du codonTAA specifiant lafin de traduction 42 . Les sites 
Hindm encadrant le fragment de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite dfitruits et 
remplac£s par un site Sail et un site BamHI, respectivement en amont de la region 
promotrice et en aval du terminateur PGK de transcription. Un site Hindm est 
introduit k la jonction entre regions promotrices et terminatrices ; le site £tant 
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unique, fl pennet (Tintroduire facQement des gfcnes h£t£rologues. La sequence nu- 

/ 

dlotidique de cette rdgion est indiqute sur la figure IS. Le fragment Hind EQ de 1,8 
kbprovenant du plasmide pXL868 (voirE.13) et codantpourlegfcne de laMet-SAH 
est ensuxte introduit dans le site HindITT du plasmide pYG12 pour dormer le 
plasmide recombinant pYGlO. De fagon analogue, le plasmide pYGll (figure 15) 

est g£n£r6 par insertion dans le plasmide pYG 12 d'un fragment Hindm provenant 
du plasmide pXL869 (voir £.13) et codant pour la prfpro-SAH. En consfquence, 
deux cassettes d'expression Sall-BamHI d'une taOle d' environ 3,6 kb sont ainsi cons- 
truhes, comprenant le promoteur du gine PGK deS. ceravisae (Ppax), suivi du gfcne 
codant soh pour la Met-SAH soit pour la prfpro-SAH et enfin la region correspon- 
dant au tenmnateur de transcription du g&ne PGK (T rcK ), region incluant le site de 
polyaddnylation du ARNm. 

Construction des plasmides cTexpressSon pYG19 et pYG23- 

Dans le but <T introduire les cassettes d'expressions d£taill6es ci- 
dessus, dans le vecteur pKan707 r^plicatif chez Khiyveromyces. les fragments Sall- 
BamHI de 3 f 6 kb et provenant des plasmides p YG 10 et p YG 1 1 sont dans un premier 
temps sous-ddnis dans les sites correspondants du plasmide pIC-20 *, pour donner 
ainsi les constructions plasmidiques pYG18 (pr£pro-SAH) (figure 16) et pYG22 
(Met-SAH). Ces constructions intenn&Haires permettent de disposer des cassettes 
d'eq)ressumP rGK /Met-SAH/Tp aK et Pp^prdpro-SAH/Tp^ sous forme de frag* 
meirtsde restriction Sall-SacI directement insurables dans les sites correspondants 
de pKan707 (figure 17). La digestion de ce dernier par les enzymes Sail et Sad 
conduit & la suppression du marqueur URA3 ainsi que d'un fragment de 35 pb situf 
en amont du g&ne fi de pKDl. Les constructions ainsi obtenues appetees pYG19 
(pr£pro-SAH)etpYG23 (Met-SAH) (figure 18) comprennent les cassettes d'expres- 
sion P pca /HSA/T POK , la sequence quasimem complete du plasmide pKDl de K. 
drosophilamm. les sequences permettant la replication autonome chezE. colL aiasi 
que les g&nes codant pour la ^-lactamase et la 3'-aminoglycoside phosphotransferase 
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(souscontrdle.dupromoteurpkl),^ 

en presence d'ampicilline et Kt lacris en pr&ence de G418. 

Exemple 4 : TRANSFORMATION DE LA SOUCHE MW98-8C DE IC Iactfs PAR 
LES PLASMIDES EXPRIMANT LA Met-SAH ET LA prtpro-SAH 

5 E.4.1 Protocole de transformation 

Les plasmides pYGl9 et pYG23 sont utilises pour transformer la 
souche MW98-8C falphauraAargAlvsA, K + pKDl°) deK Iactis * UnSchantfflon 
de cette souche a 6t€ d6pos6 au Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) k 
Baarn aux Pays Bas selon les dispositions du traitg de Budapest ou il a 6t6 enregistr6 

10 le / / sous le numdro CBS 88. La transformation s'effectue soit par 
la technique de formation de sphfiroplastes initialement dScrite par Hinnen et colL 44 
et adaptte en cons&pience, soit en traitant les cellules entiferes par l'acfitate de 
lithium, ce qui favorise fincorporatiott <TADN en pr&ence de polyethylene glycol 
(PEG) Les modifications concernant la formation de sphSroplastes sont &6jk 

15 dficrites u . Lorsquela mithode faisant intervenir Pac6tate de lithium est utilise, la 
croissance des ceUules se fait 4 28°C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et 
jusqu'i une densitfi optique k 600 nm (OD^ comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules 
sont r£colt£es par centrifugation k faible vitesse, lavdes dans une solution st6r3e de 
TE (10 mMTris Hti pH7,4, 1 mMEDTA), resuspendues dans3-4ml d'unesolution 

20 d'acdtate delithrum(0,l MdansduTEJpourdonnerunedensiti cellulaired'environ 
2 x 10 s c/ml, puis incuWes k 30°C pendant 1 heure sous agitation modSrfie. 

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension r&ultante de cellules 
comp&entes sont incubees k 3(FC pendant 1 heure en presence d'ADN et k une 
concentration finale de 35 % de PEG4000. Ap*£s un choc thermique de 5 minutes 

25 k 42°C les cellules sont lav6es 2 fois par de Peau sterile, resuspendues dans 0,2 ml 
<Teau sterile et transferees dans des tubes de 10 ml. Une solution d*YPD contenant 
0,7 % d'agar et maintenue en surfusion k 46°C (5ml) est ensuite ajoutfe et imm£dia- 
tement coulde surboites YPD. Apr&s modification, ime surcouche additionnelle de 
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5 ml dc "top-agar" est ajout6e et Ies bottes sont incub6es k 28°C Aprfcs 18 £24 heures 
Jincnbation, 0,16 ml (Tune solution de G418 (Gcneticin SO mg/ml, GIBCO, Grand 
Island, N.Y.) est 6talde sur les boltes et des transformants sont comptds aprfcs 4-5 
jours (fincnbation additionnelle k 28°C 
5 L'6talement direct des cellules sur bottes YPD + G418 (c*est-2t-dire 

sans utBiser une surcoucbe additionnelle de top-agar) r6sulte en Fapparition de 
dones de taille plus importante pour les cellules transformdcs de K. lactis. Cepen- 
dant, une concentration phis basse de G 418 (50 jig/ml) est alors n6cessaire pour 
observer des colonies, ce qui entralne la selection de mutants partiellement r&is- 
10 tasts au G418 et provenant de cellules non transformdes. De plus, l'efiicacite de 
transformation est au minimum lOfois phis faible que refficarite observ£e aprfcs ex- 
pression ph6hotypique pendant 18 k 24 heures. 

EA2 Stability mitotiqae des plasmldes cTexpression de la SAH 

La stabflit£mitotique des plasmides pYG19 et p YG23 est mesurle au 
15 cours du temps aprfcs croissance en milieu non sdlectif ; elle est d6tennin6e comme 
6tant le report entre les pourcentages finaux et initiaux de cellules croissant sur 
boltes YPD contenant 250 ^g/ml de G418. Comme 1'indique la figure 19 , les deux 
plasmides sont remarquablement stables malgr£ Fexpression k haut niveau (Tun 
gine h6t6n>logue : 40 k 45 % des cellules ont maintexm ces plasmides aprfcs 40 
20 generations oeHulaires en milieu non s£lecti£. 

EA3 Nfveanxd f e^RS5ionetd'excr^tipndeI'aIbnnilne 

Les niveaux (fexpression et <Texcr6tion des cellules de & lactis 
MW98-8C contenant les plasmides pYG19 (pr6pro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) 
sont determines en f onction du temps aprfcs croissance k 28°C en milieu YPD et sous 
25 agnation constants Les surnageants de culture sont obtenus par deux centrifuga- 
tions consdcutives (5 minutes k 4000 puis 10 minutes k 12000 tours/minute) pour 
eiiminer toate contamination eventuelle par des cellules. Un 6chantQlon du second 
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suraageant (0,5 ml) est chauffe k 95°C pendant 15 minutes puis melange iun volume 
igal de tampon ^application contenant 0,125 M Tris HO, 20 % glycerol, 10 % 2- 
mercapto6thanol (p-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0,4 % bleu de 
bromophdnoL Quand une concentration des prolines presentes ^am i e suraageant 
est souhaitde, 0,4 ml d'une solution k 100% p/v d'acide trichlorac6tique (TCA) est 
ajout^e k 8 ml de suraageant et les prolines sont pr6cipit£es sur glace pendant 1 
heure. Le materiel pr6cipit6 est r£cup£rg par centrifugation (20 minutes, 15 000 
tours/minute) puis resolubilisd par chauffage k 95°C pendant 15 minutes dans 0,5 ml 
"de tampon duplication contenant 63 mM Tris HQ , 10 % glycerol, 5 % JJ-ME, 23 
% SDS et 0,2 % bleu de bromoph6noL 

Uexpression intracellulaire d'albumine est d6tect£e &partir d'extraits 
cellulaires prfipar& comme suit : 0,25 ml Equivalent d'un culot cellulaire (lav6 une 
fois en tampon salin) est resuspendu dans le meme volume de tampon de lyse 
maintenu sur glace et contenant 67 mM de phosphate k pH 7, 5 mM JJ-ME, 1 mM 
ph6nylm6tbylsulfonyl fluoride (PMSF), 2^iM de leupeptine, et 2;iM de pepstatine 
A (Sigma). Aprfcs addition de 0,5 ml de billes de zirconium (diam&tre 0,45 mm), stoc- 
ks en tampon phosphate (67 mM, pH 7) k 4°Q les cellules sont cassfies par 7 
p6riodes de 30 secondes avec un broyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater, 
Biospec Products) entrecoupges par des pdriodes de refroidissement de 2 minutes 
sur glace. L'ef£carit6 de broyage des cellules estsupfirieure k 90 % si on en juge par 
comptage des cellules sous microscope k contraste de phase. La fraction liquide 
dfpourvue de billes de zirconium est transferee dans un tube Eppendorf et les billes 
sont lavles 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassembl6es dans le meme tube 
Eppendorf. Par centrifugation du tube pendant 15 minutes &4°C k 12000 g, on dfifinit 
ainsi une fraction des prolines solubles (surnageant) et une fraction de prolines 
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualists et reprises dans le meme 
volume final d'une solution de tampon duplication aprfcs dilution. Ces Schantillons 
sont chauffds pendant 15 minutes 495°C,et appliqufis sur un gel depolyaaylamide- 
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SDS k 6JS % pr£c£d£ d'un gel de concentration £ 5 % puis soumis k une intensity 
de 25 mAjusqu'a ce que le bleu de bromophlnol atteigne le bas du gel. 

La figure 20 montre le r&ultat (Tune experience typique qui pennet 
d*6valuer regression e t Pexcrf tion (falbuxnine obtenue avec la souche de K lactis 
5 MW 9WC transform^ avec les plasmides pYG19 (prfpro-SAH), pYG23 (Met- 
SAH), et pYG 25 (vecfeur dfpourvu de cassette cFexpression), aprts croissance dans 
50 ml de milieu YPD sans G418 k 28°C pendant 68 heures. Cbaque dchantillon cor- 
respond k lOOjil de culture originale et pennet de comparer les fractions solubles, 
les fractions insolubles, et le sumageant de culture, aprfes migration en gel de poly- 

10 aaylamxde& 83 %et coloration au bleu decoomassie.^ 

migre avec de l'albumine izumaine commerciale (Sigma) servant de rlfdrence de 
poids moldculaire est detectable dans les 6chantillons provenant des cellules trans- 
fermfes avec les plasmides pYG19 ou pYG23 mais pas avec les cellules contenant 
le vecteur pYG25 qui ne contient pas le g&ne de la SAH. On remarquera que, alors 

15 que la qoasi-totalit£ de l'albumine exprim6c & partir de pYG19 (prfpro-SAH) est 
exportle dans le sumageant de culture, Unite Talbumine produite k partir du 
plasmidepYG23 (Met-SAH) est prdsente dans la fraction des prolines cytoplasmi- 
ques non solubles. D$ plus, les rfsultats de la figure 20 indiquent que l'albumine 
excrittc par les cellules contenant le plasmide pYG19 est la seule protiine 

20 extiaceDulaire prtsentc en quantitfs significatives. Dans le sumageant d'une culture 
de MW98-8C transform^ avec le plasmide pYG19, la concentration d'albumine 
peut atteindre 12 mg SAH/g biomasse, 

EAA D&ection immunologique de Palbumine produite par JK* lactis 

L'ideutitf des prolines qui co-migrent avec Talbumine extraite du 
25 plasma bumain peut fttrt test£ par immuno^d6tectioa A ce but, un gel de polyacry- 
lamide est transf&ri sur fibre de nitrocellulose (Schleicher et Schuell, 0,45 ^m) en 
tttQisant un appareil de transfert semi-sec (Biomftra) dans un tampon de transfert 
contenant 25 mM Tris base, ISO mM glycine, et 1 0 % methanol. Le te mps d e transfert 
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est de 30 minutes en utilisant un courant d'environ 0,85 mA/cm 2 de surface de gel 
Aprfcs transfert, le filtre est incube trois fois 5 minutes avec 50 ml de tampon A (5% 
poudre de lait 6cr6m6, 0,2 %Tween20 en tampon PBS [137 mM NaCl, 2,7 mM KC1, 
4,3 mM Na2 HPO J), suivi <Fune incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A 
5 contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirigfa contf e la SAH et dilues au 1/ 
1000.Apr&s3 rin$agesdu filtre par du tampon A, un anticorps secondairebiotinyle 
reconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immuno Peroxidase Kit, 
Vector Laboratories), est ajoute k raison d'une goutte pour 50 ml de tampon A. 
Apr4sincubationdufiltrependant30minutes f le filtre estrincd3 foispardu tampon 

10 B (0,2 % Tween 20 dans PBS) puis incube en presence d*un complexe avidine DH/ 
peroxidase H biotinylde. Le complexe avidine/ peroxidase biotinylde est prepare 
extemporanSment en diluant 1 goutte de chacun des rfactifs A et B du kit dans 5 ml 
de tampon B, aprfes incubation 123°C pendant 30 minutes. Le filtre est incube dans 
une dilution au 1/10 du complexe dans du tampon B (50 ml au total) pendant 30 

15 minutes. Le filtre est rinc6 de nouveau par du tampon B pendant 3 pdriodes de 5 
minutes et mis k dfivelopperpendant 2-3 minutes dans une solution de 10 ml k 0,02% 
HjOj et 10 ml d'une solution contenant 1 mg/ml de diaminobenzidine et 0,4 mg/ 
Nidj en0,l MTrisHCipH7,4.Leresultat de cette experience (figure21) demontre 
que IL testis. MW98-8C exprime (pYG23) et excrtte (pYG19) une protfiine recon- 

20 nue par des anticorps polyclonaux anti-SAR Ce materiel antig6nique est sp£cifique- 
ment associe k la presence d'une cassette d*expression de l'albumine ; il n'est pas 
deteae dans des extraits cellulaires ou des surnageants de culture des levures 
transformees avec le vecteur sans cassette d'expression. 

EA5 Cindtique d'excrdtionde la SAH 

25 Comme le montre la figure 22A (chaque echantillon correspondant 

41 f equivalent de 160pl de surnageant de culture), lasecr6tion de ralbumine humaine 
se fait avec une cinetique relativement lente en erlenmeyer. Les niveaux maximums 
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(Tcxcrition semblent avoir lieu aprfcs 70 k 100 heures ^incubation d'une culture 
inocuiee ioitialement k lO 5 cellules/ml (Fig 22B, 6chantillons deposes correspon- 
dant k Ffquivalent de 25 yl de sumageant de culture). Aucune augmentation, ni di- 
minution, significative n'est detectable entre 100 et 240 heures de culture, dlmon- 
5 trant nne remarquable stability de la SAH dans ces conditions de culture et de 
temperature. Puisqu'il n*y a pas cTaccumulation de materiel protiolys^ durant cette 
periode, fl peat txst conchi qu f aucune protease extracellulaire n'est pr6sente qui 
pourrait ddgrader Falbumine excretee. 

Une representation graphique de la dndtique d'excretion (A), de 
10 mfane que la eouibe de croissance de la soucbe MW98-8C transform£e avec le 
plasmidepYG19 (B)estmontreeenfigure23;cesr6sultatsmontrentquerexcr6tion 
de Falbumine bumaine continue aprts que les cellules ont atteint la phase station- 
naire de croissance. Cette observation est en accord avec des observations antfrieu- 
res concernant (Tautres systimes (Texpression chez la levure m . 

15 Exemple 5 : PURIFICATION DE LA SAH SECRETEE DANS LE MILIEU DE 
CULTURE 

Dans une experience typique de purification, la soucbe MW98-SC 
transfonnee avec le plasmide pYG19 est cultivee en milieu YPD pendant 72 heures 
. dans les conditions standards ityk decrites. Un sumageant de culture (0JS litre) est 

20 debanasse de toute contamination cellulaire par centrifugation et incube k 4°C 
pendant 15 minutes en presence de 60 % (Tethanol (V /V), Le precipiti est recuper6 
par csntrifhgation, redissous dans 10 inl d'une solution 50 mM Tris HQ pH 8,0, puis 
charg^surune colonne de bleu TrisaoyL L'albumine bumaine est 61u6e de cette co- 
lonne par une solution de NaQ 3M. Apr&s dialyse des fractions contenant la SAH 

25 centre 50 jaM Tris, celles-ci sont purifiees sur colonne MONO Q (Pharmacia), et 
ehiecs k une concentration de NaQ 0,25 M Dans une derniire etape une chroma* 
tographie Supcrose 12 (Pharmacia) permet (f obtenir de la SAH pure k plus de 99% 
(<T aprts ks rfeultats d* eiectrophortse PAGE-SDS et coloration du gel aux sels 
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(Fargen^. 

Exemple 6 : CARACTERISATION DE L'ALBUMINE SECRETEE ET PURIFIEE 

Uabsence d'un test pennettant de mesurer in vitro Its propridtds bio- 
logiqucs de l'albumine ne simplifiepas laprocddure pennettant de juger de la quality 
5 de Talbtimine recombinants Pour cette raison, apr&s purification, l'albumine excrd- 
t6e par Kladis est done caract6ris£ e par plusieurs tests physico-chimiques et immu- 
nologiques. Ces tests dfcnontrent que l'albumine recombinante est s6cr£t£e par &. 
lactis sous forme mature et dans sa configuration native : elle est indistinguable de 
la s6mm albumine humaine extraite du plasma pour tous les entires. 

10 E.6.1 PAGE SDS : Coloration an bleu de coomassie et aux sels d'argent 

L'filectrophorfcse est effectufie en gel de polyacrylamide (7,5 %) d6- 
naturant (figure 24 C) comme dficrit prdcSdemment; ou grace k l'utilisation d'un 
"Phast gel w (Pharmacia, Figure 24 A). Difterentes quantitfs d'albumine recombi- 
nante ont iti compardes k une preparation conurierciale de l'albumine standard 
15 (Sigma) extraite de plasma humain. La coloration du gel au bleu de coomassie 
(Figure 24 C ), ou aux sels d'argent (Figure 24 A ), montre l*homog6n£it6 totale des 
dchantillons d'albumine de levure. 

E.62 IsoflectrofocaUsation 

Des focalisations iso&ectriques sont effectuies entre pH 4,5 et 6,0 
20 (Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Lnmobiline, LKB). Le point 
isoSlectrique de la SAH recombinante est identique k celui de la SAH humaine 
reference (pi = 4,8). 

E.6J PAGE en conditions non dlnaturantes : relation immunologique 

L*£ lectrophorfese de la SAH recombinante dans un gel de polyacryla- 
25 mide (10 %) non d£naturant, suivi d'un transfert sur filtre de nitrocellulose et 
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r6v61ation immunologique dans les conditions ddcrites en section E.4.4 rdvilent une 
co-migration avec ralbumine standard extraite du plasma humain. Ceci suggire xxbs 
fortemerit que la maturation correcte de lapr£pro-SAH recombinante a lieu lors du 
processus de slcr&ion inherent aux cellules de KJactis . Aucune contamination avec 
de la SAH non maturfe n'est detectable ce qui implique que le clivage de la sequence 
signal et de la region pro de la SAH s*effectue avec efficacitd dans cette levure. 

USA Chromatographic ^exclusion mollculaire 

Une chromatographic d'exdusion moldculaire est effectude avec une 
Superose 12 (Pharmacia). Le d€bk du tampon dilution (50 mM Tris HQ pH 8,0) 
e&t m5iint#>mi & l ml/minute. Les concentrations en albumine recombinante et en 
albumine rffftrence issue du plasma humain sont de 0,4 et 1 mg/ml respectivement 
Aprfts d£p6t cfun volume de lOOjil, l'flution de ralbumine est dftectle par mesure 
de I'absoiption & 280 ma Dans les deux cas le volume dilution est identique (11,5 
ml). 

Ej&£ Cbxwnfltograhle d'&hange d'anion 

L'albumine recombinante est flude (Tune colonne Mono Q HR 5/5 
(Pharmacia) ^ une concentration de 031 MNaO, comme l'albumine rdfdrence issue 
du plasma tni™in La figure 25 montre lesprofils chromatographiques obtenus pour 
des injections de 100 jil de SAH recombinante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatique 
(0JS mg/ml) utilisantune colonne 6qo0ibr6e en Tris-HQ 50 mM pH 8,0 et kun dibit 
constant de 1 ml/minute. 

Chromatographic en phase inverse 

Le comportement de ralbumine de levure en phase inverse est 
analyst sur une colonne Nucleosil (C4) avec les tampons A (eau & 0, 1 % TFA) et B 
(acttonitrile k 0,1 % TFA). La figure 26 reprdsente Tilution, par un gradient de 20 
1 80 % de B dans A, de ralbumine de levure qui poss&de le mftme temps de r6tention 
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que l'albumine plasmatique. 

E.6.7 Composition en acides amines 

La composition en acides amin6s de la SAH recombinante est 
d£tennin£e par chromatographic en phase inverse aprfcsbydrolyse acide(HQ)et 
5 derivatisation au PITC Les r&ultats obtenus par cette mdthode indiquent daire- 
ment une composition identique & ceile de l'albumine reference issue du plasma 
humain. 

E.6.8 Sequence N-terminale 

L'utilisation (fun appareil automatism pennettant la degradation 
10 dTEdman (Applied Biosystems) indique que la sequence N-ternlinale de la SAH 
secr6t£e par Klastia est Asp-Ak-His-Lys-Ser<}lu-Val-Ala-His-Arg-Phe-Lys-Asp- 
Leu-Gly. La determination de cette sequence confinne done les rdsultats provenant 
des experiences cfeiectrophor&e en gels natifs de polyacrylamide, et demontre la 
maturation correcte et complete de l'albumine secr6t6e par la levure & lactis . 

15 E.6.9 Fluorescence du tryptophane 

Avecune excitation JL295 nm, remission de fluorescence de 1'unique tryp- 
tophane possfede le mfime maximum pour la SAH recombinante et l'albumine plas- 
matique (337 nm) indiquant un environnement hydrophobe identique au niveau de 
cet acide amine (figure 27). 

20 E.6.10 Stability thermique 

L'albumine reference (Sigma) et l'albumine s&crit&e par la levure ont 
une cingtique identique de degradation & 75°C (figure 28) ce qui sugg&re que les 
liaisons de stabilisation de la structure proteique (interactions hydrophobes et ponts 
disulfides) sont identiques dans les deux cas. 
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E&ll Affinity vis-&-vis de diflfrents anticorps monodonaux 

L'antiginidti de Talbumine recombinante a 6x6 dtudide avec diff6rents 
anticorps monodonaux dirigds contre Talbumine humaine. La figure 29 montrc leur 
sp6dfiot£ : les anticorps HA10, HA1 1 ct HA13 correspondent k des epitopes dont 
5 la conservation ngcessxte Tint6grit£ de Tensemble de la molecule. Les anticorps 
HA21,HAfi,HA4, HA3,HA8et HA1 correspondent ides epitopes localises le long 
de la chalne peptidique de Textrfmit6 N k Textr6mit6 C terminate 4f,5t - 

Le test utilise est un test (Tinhibition (TELISA. Les diffirents anticorps 
sont adsorWs sur des plaques de polystyrene et une courbe de fixation (Talbumine 
10 marqute avec la phosphatase alcaline est dtablie pour chaique anticorps- Les courbes 
de saturation de chaque anticorps ont une allure sigmolde et la quantity (Talbumine 
marquee correspondant k 50 % de fixation a 6x6 cfaoisie pour Studier Tinhibition de 
cfcacun des anticorps. 

L*inhibitiona6t6rfalis6caw 
compare k celle obtenue avec un IchantQlon d'albumine plasmatique (Sigma). La 
figure 30 montre que poor les 9 anticorps testds, Talbumine recombinante est aussi 
inhiWtrice que Talbumine native. Etant donni Textrdme sensibility du test, les 
differences observes sont minimes. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

20 Les representations des plasmides indiqu6s dans les figures ne sont pas traces k 
T6cbeQe et seuls ks sites de restriction importants pour les constructions sont 
indiqu& 

Figure 1 : Construction du plasmide pXL276 contenant la sequence complete 
codant pour la Met-SAH obtenu k partir de trois dones d'ADNc (voir 
25 texte) derives d*ARNm poly- A isol6s de foie humairu 

Figure 2 : Reconstitution de la sequence signal "prfpro" de Tdbumine & partir de 
* quatre oligonuddotidcs synthdtiques : Construction du plasmide 
pXL290. 

Figure 3; Construction du plasnride pXL299. 
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Figure 4: Construction du plasmide pXL322. 
Figure 5: Construction du plasmide pXL855. 
Figure 6: Construction du plasmide pXL869. 

Figure 7 : Sequence nuclSotidique et en acides amines du fragment Hindm prove- 
5 nant du plasmide pXL869 et contenant le gfene de structure de la pr£pro- 

SAH. Les fteches noires indiquent la fin des regions n pr6 w et "pro". 
Figure 8: Construction du plasmide pUC-URA3. 
Figure 9: Construction du plasmide pCXJl. 
Figure 10 : Construction du plasmide pkl-PS 1535-6. 
10 Figure 11 : Construction du plasmide pUC-kan2Q2. 

Figure 12 : Sequence nudfotidique du promoteur pkl k partir du site de restriction 

Seal et incluant lajonction entre ORFl et pkl et la region 5' du gfcne bac- 

t£rien codant pour 1'aminoglycoside phosphotransferase provenant de 

TnSJfi. 

15 Figure 13 : Construction du plasmide pKan707. 

Figure 14 : Courbe destabilitf du plasmide pKan707 danslasouche MW98-8C dans 

des conditions de croissance non-s£lectives» 
Figure 15 : Construction du plasmide pYGll. 
Figure 16 : Construction du plasmide pYG18. 

20 Figure 17 : Construction du plasmide pYG19. 

Figure 18 : Representation des plasmides pYG19 (pr6pro-SAH) et pYG23 (Met- 
SAH). La sequence nucldotidique fournie en dessous de chaque plas- 
mide indique la j onction entre le promoteur du gfene PGK et les gfenes 
de structure des dif&rentes formes de SAH. 

25 Figure 19 : Courbes de stability des plasmides pYG19 et pYG23 dans la souche 
MW98-8C dans des conditions de croissance non-s£lectives. 
Figure 20 : Gel de poIyacrylamide-SDS & 8,5 % aprfcs coloration au bleu de coo- 
massie ddmontrant 1'expression et I'excrdtion de la SAH k partir de la 
souche MW98-8C Pistes 1 - 4 : albumine extrait du plasma humain 

30 (Sigma) dipoUc k des concentrations croissantes ; 0,2/ig, 0,6 jig, 2jig et 

6^gparpiste.pYG19(prdpro-SAH) f pYG23(Met-SAH)etpYG25(vec- 
teur) : chaque piste correspond k une quantity de proline equivalent k 
100 ^1 de la culture originate (approx. 2 x 10 8 cellules/ml), a), fractions 
solubles ; b), fractions insolubles ; c), surnageant de culture. 

35 Figure 21 :Immunor£veiation <Tun gel de polyacrylamide k 7,5 % transfer sur 
nitrocellulose comme dficrit dans le texte. Piste 1 - 5 : albumine extraite 
du plasma humain (Sigma) qui a 6x6 dissous dans un milieu YPD k des 
concentrations varices et prfapitd avec du TCA (5 % concentration fi- 
nale) comme dicrit Les 6chantillons de la gamme SAH ont done 6i6 
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traitEs de la mime fagon que les surnageants de culture. Dans les deux 
cas, les dEpdts de gel correspondent k des volumes Equivalents. 1), pre- 
cipitation k une concentration de 100 mg/1 ; 2), 50 mg/1 ; 3), 25 mg/1 ; 4), 
12^ mg/1 ; 5), 0,6 mgA pYG19 (prEpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) : 
cfaaque piste correspond k une quantitE de prolines Equivalent k 20 jil 
de la culture originate (approx. 2 x 10? cellules/ml), a), surnageant de cul- 
ture ; b), fractions insolubles ; c), fractions solubles. 
Figure 22 :Gel de polyacxylaxnide k BJS % apris coloration au bleu de coomassie 
dEmontrant la cinEtique de PexcrEtion de la SAH k partir de la souche 
MW98-8G 

A, piste a-e : albumine extraite du plasma humain (Sigma) qui a EtE 
dissous dans du milieu YFD k des concentrations varices et prEcipitEe 
avec du TCA (5 % concentration final) comme d£crit (voir 16gende de la 
figure 21). 1), precipitation kwc concentration de 6 mg/1 ; 2), 12,5 mg/ 
1 ; 3), 25 mg/1 ; 4% 50 mg/1 ; 5), 100 mgA pYG19 : excrEtion de la SAH 
k partir du plasmide pYG19 et en fonction de l'4ge de la culture, 16 - 61 
beures comme indiquE. Chaque Echantillon correspond k Y Equivalent de 
160 jil de surnageant de culture. 

B, pistes a -e : albumine extrait du plasma humain (Sigma) dEposEe k des 
concentrations croissantes; 0,4^0,6^ Q,8;ig, l,0jiget l^pgparpiste. 
pYG19 : excrEtion de la SAH k partir du plasmide pYG19 et en fonction 
de Ykgc de la culture, 72 - 240 heures comme indiqu 6. Chaque Echantillon 
correspond k FEquivalent de 25 jd de surnageant de culture. 

Figure 23 : At reprEsentation graphique de la cinEtique <T excrEtion de la SAH k 
partir de la soucbe MW98-8C transformEe avec le plasmide pYG19 et 
cultivEe en erlenmeyer comme indiquE dans le texte. La concentration de 
Falbumine dEtectEe dans le milieu de culture (mg/1) est reprEsentEe en 
fonction du temps (heures). Les rEsultats de quatre expEriences indEpen- 
dantes sont reprEsentEs. 

B, courbe de croissance de la souche MW98-8C transformEe avec le 
plasmide pYG 19. 

Figure 24 : Techniques ElectrophorEtiques (S = standard, L = albumine de levure). 

A- PAGE-SDS(Phastgel,Pharmacia,gradient8-25%)colorationaiix 
sels (Targent S - 1 jig, L : de 0,05 k Q£S pg 

B - IsoElectrofocalisation (Phast gel, pH 4,5-6,0), coloration au bleu de 
coomassie, dEpdts = lpg. 

C- PAGESDS (7,5 %), coloration au bleu de coomassie. 
S*ft2-lt0jig,L.<*25-24jig 
Figure 25 : Chromatographic (FEchange <fions « Mono Q (Pharmacia). En bas: 
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SAH levure 40 fig ; en haut : SAH standard SO^g 
Figure 26 : Chromatographic en phase inverse = Nudeosil C4. a), SAH standard ; 
b), SAH levure. 

Figure 27 :Spectrom6tried'6missionde£luorescenceduti39tophane.Entraitplein: 
5 SAH standard ; en pointil!6 : SAH levure. 

Figure 28 : Stability thennique & 75°C En trait plein : SAH standard ; en pointillfi: 
SAH levure. 

Figure 29 : Regions de l'albumine reconnues par les difterents anticorps monodo- 
naux utilises pour la caractgrisation antig&rique. 
10 Figure30 : Courbes cf inhibition, vis-i-vis des neuf anticorps monoclonaux (voir 
texte) : pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration en 
albumine (pg/xnl) : □, SAH standard ;■, SAH levure. 
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REVENDICATTONS 

1 - Procede de preparation microbiologique de la serum albumine humaine 
(SAH) ou de Fun de ses variants caracterise en ce que Ton cultive one levure capable 
d'assurer le maintien stable (Tune cassette d'expression comportant au moins un 

5 marqueur de selection des levures transformees, 1'ADN du g£ne de structure de 
SAHfusionng & des sequences permettant son expression dans la levure et eventuel- 
lement l'excr&ion de la proline encodee par ce g&ne dans le milieu de la culture. 

2 - Procede selon revendication 1 caracterise en ce que la cassette d'expression 
est int£gr£e dans le genome de la levure. 

10 3 - Precede selon revindication 1 caracterise en ce que la cassette d'expression 
fait partie d'un plasmide comportant un systfcme de replication fonctionnant dans la 
levure et assurant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure. 

4- Procede selon Time des revendications 1, 2 ou 3 caracterise en ce que les 
levures sont choisies dans les genres Saccharomvces et Khiweromvces. 

15 5- Procede selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caracterise en ce que la 
levure est choisie dans le genre Kluweromvces. 

6 - Procede selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caracterise en ce que la 
levure est choisie panni toutes les variet& de Kluweromvces manrianus, 

7 - Procede selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caracterise en ce que la 
20 levure est KhiyverQmyres marxjgnys var. lactis . 

8 - Precede selonl'une des revendications 3 kl caracterise en ce que le syst&me 
de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie du plasmide pKD 1 isoie 
de Kluweromvces manrianus var. drosophilanim ou tout ou partie du plasmide 2ji 
isole de Saccharomvces cerevisiae ou une combinaison d'eiements derives du 

25 plasmide pKDletdu plasmide 2ji. 

9 - Procede selon Tune des revendications 3, 6, 7 ou 8 caracterise en ce que le 
systime de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la sequence 
du plasmide pKDL 

10- Procdde selon Tune des revendications 3, 5, 6, 7, 8 ou 9 caracterise en ce 
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qu'une cassette d'expression selon la revendication 1 ou un marqueur de selection 
est insert dans une r6gion de 197 pb dlfinie par les sites Sad et Mstll de pKDl. 

11- Froc£d£ selon Tune des revendications 1 k 10 caract6ris6 en ce que les se- 
quences permettant regression du gine de structure sont choisies parmi les 

5 promoteurs d6riv£es des gfcnes de levures du genre Saccharomvces ou Muweromv- 

12- Froc6d6 selon revendication 11 caract£ris£ en ce que ces promoteurs sont 
d£nv€s des gfcnes glycolytiques de levures du genre Saccharomyces ou Kluwero- 
myces. 

10 13 - Proc6d£ selon revendication 12 caract6ris6 en ce que les sequences 

permettant 1'expression du gine de structure sont choisies parmi les gfcnes codant 
pour la pbosphoglycerate kinase (PGKX la gJyc£rald£hyde*3-phosphate deshydro- 
g6nase, la lactase, Fenotasc ou l'alcool desbydrogenase. 

14 - Proc6d6 selon revendication 13 caract£ris6 en ce que les sequences 
15 permettant regression du gine de structure proviennent du gfcne codant pour la 

phospboglyctrate kinase. 

15 - Proc6d6 selon Tune des revendications 1 k 14 caract£risi en ce que les 
sequences permettant Fexcretion de la protdine heterologue sont choisies parmi 
F extension N-terminale naturelte "prdpro" de Falbumineet les sequences obtenues 

20 k partir des gfcnes de levure codant pour la phdromone alpha ou la toxine Taller". 

16 - Proc6d6 selon revendication 15 caractlrisl en ce que la sequence 
permettant Fexcrftion de la SAH est 1'extenskra terminate natureDe "prfpro" de Fal- 
bumine. 

17- Precede selon Vvnt des revendications 1 k 16 caract£ris£ en ce que les 
25 sequences permettant la selection des levures transferases sont choisies parmi les 
g£nes apportant la resistance aux antibiotiques ou aux ions cuivre. 

18 - Proc6d£ selon revendication 17 caractdrisd en ce que la sequence de 
selection est un gine apportant la resistance k la G418. 

19 - Proc£d6 selon revendication 18 caractirisi en ce que la sequence de 
30 sflection est une fusion entre le promoteur kl du plasmide lindaire de & kctis ct 
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Faminoglycoside phosphotransfdrase du transposon Tn9Q3. 

20 - Le plasmide pYG19 caract£ris6 en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
l a ADN de la prfpro-SAH, les sequences d'initiation et d'arret de la transcription du 
g&ne codant pour la phosphoglycdrate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

5 promoteur pkl du plasmide lindaire kl de Kluweromvces lactis et le gfcne de la 3'- 
aminoglycoside phosphotransferase de T n9Q3. 

21 - Le plasmide pYG23 caract£ris6 en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
l'ADN de la Met-SAH, les sequences d'initiation et (Tarret de la transcription du 
gene codant pour la phosphoglycerate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

10 promoteur pkl du plasmide lin&aire kl de K* marxianus va n lactis et le gfene de la 
3'-aminogIycoside phosphotransfdrase de T n903. 

22 - La levnre K. marxianus var. lactis MW98-8C 

23 - La levure K marxianus var , lactis MW98-8C transformde par le plasmide 
pYG19. 

15 24 - La levure Kluweromvces marxianus var. lactis MWQB-SC transform^ par 

le plasmide pYG23. 

25 - La serum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par le proc£d£ selon 
Tune des revendications 1 k 19. 

26 - La se*rum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par culture dans des 
20 conditions appropriles de la levure selon les revendications 23 et 24. 

27 - Application de la sfirum albumine humaine selon les revendications 25 ou 
26 k titre de medicament 

28 - Le plasmide pKan-707. 
29 -Le plasmide CXJ1. 
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Figure 2 
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Figure 5 
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PLVn/31 



Met LysTrpValThrPhe I le SerLeuLeuPhe LeuPhe Se rSe rAl aTyr SeJLrgGlyValPhaArg 

AAGCTK^TGXAGTGGGTAACClTTATTTCCCriCri 

1 11 21 31 41 51 61 71 

ArtftepftlaHlaLyaSerGluVal AT aHI s^^haLyaAspLeaGlyQlttGluAsnPheLysAlaLeuValLeu 

76 86 96 106 116 126 136 146 

IleAI aPheAlaG toT yrLett GlnGlnCysPr^ 
ATTCCCTTTGCICftGTAICTTCASCftGTGTCCA^^ 
151 161 171 1B1 191 201 211 221 

AlaLysThrC ysV&l AlaAspGluSexAlaGluAa Leu 
GCSAAAflCAITGTCITCCTGATGAGTCAGCT^ 
226 236 246 256 * 266 276 286 296 

CysThtVSBdAlaThrLeuArgGluThrTyrGly^ 
TGCM3U3TTt5CaACTCTTCGTG 
301 311 321 331 341 351 361 371 

GltCyaPhaLgoGlnHlaLyaAspAspAsTiP rc^nl^xaProArgLetiValArgProGluValA^ValJtet 
GAATGCTTCTTtXMCACAAA^^ 
376 3B6 396 406 416 426 436 446 

I h r M a Ph eBl a&aptonGluGltfl^ 
451 . 461 471 481 491 501 511 521 

Tyr&laProGluLguLeuPhePheAla^ 
526. 536 546 556 566 576 ■ 586 596 

AlaA3j*C^L*uL«uP roLysLeruAapGluLeuArgAspGlxiGlyLysAlaSe rSe rAlalysGlnArgLeuLys 
601 611 621 631 641 651 661. 671 

CyaAlaSerLajGi^ 

676 686 696 706 716 726 736 746 

LysAlaG3.uFheAla<^tiValSerLy^ 
AAAGCTGaSTTTOC3HGftXSTTTCCAA^^ 
751 76X 771 781 791 801 811 821 

LeuLegGloCysAlaAgptopftnyRI aflspLeuAlalygTyrlleCyaGlutonGlnXapSerlleSarSerLy^ 
CTa7TTCAATGTGCTGAIGAC3USG^ 
826 836 846 856 866 876 886 896 

LeuLyaGluCydCyaGluLyaProLeuI^^ 

901 911 921 931 941 951 961 971 

AlaAspLe^roSerl^iAlaAlaAspPheVa^ 
GCIGMrrTGCCITOgTftGOG^ 
976 . 986 996 1006 1016 1026 1036 1046 

VfclFhaXA^^ 

1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 1121 
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AlaLysThrTyrGluThrThrl^uGlu^ 
GCCAAGACAIATGAAACCACTCTAGAGAAGTGCT^ 
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196 

AspGlu PheL ysProLeuValGluGluProGlnRsnLe^ 
GATGAATTTAAACCTCTTGTGGaAGAGCCT^^ 
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271 

GluTyrLysPheGlnAsnMal^uI^uValArgT^ 
GAGTACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACa^ 
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346 . 

GluValSerArgAsnLeuGlyLysValGlySerLysC^sC^ 
GAGGTCTCAAGAAACCTAGGAAAAGTGGGCAGCAA^ 
1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 1421 

AspTyrLeuSerValValteuAsnGlnl^uCysVa^^ . 
GACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATC 
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496 

CysCysThrGluSerl^uValtenArg&rgProCysPheSer^^ 
TGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACAjGGCGACCATGCTTTTC^ 
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 1571 

Gl uPheA sn&laGluThrPheThrPhf*H1 sM atopIleCysThrLeuSerGluLysGluArgGlnlleLysLys 
GAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTCCiiTGCAGAI&T^ 
1576 158 6 1596 1 606 1616 1626 1636 1646 

GlnThrAlaLeuValGliiLeuVallysHJ^ 
CMACTGCACrrGTTGAGCTTGTGAAA^ 
1651 1661 1671 . 1681 1691 1701 1711 1721 

PheAlaAlaPheValGluLysCysCysLysAlaAspA^ 
TTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGAIAAGGA^ 
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796 

ValAlaAlaSerGlnAlaAlaLeuGlyLeu*** 
GTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAGGCTTAIA&CATCA^ 
1801 1811 1821 1831 1841 1851 1861 1871 

AAAGAAAATGAAGATCAAAAGCTT 
1876 1886 1896 
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PI. XXIII/31 
gamme SAH pYG19 



a b c d e 16 18 20 22 37 47 61 h 




gamme SAH pYG!9 
a b c d e 72 96 103 119 145 168 240 h 
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